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摘要 :【 目 的] 气味 结合 蛋白 在 中 华 蜜蜂 Apis cerana cerana 嗅觉 系统 中 起 到 重要 作用 ,本 实验 拟 研 
究 中 华 蜜 蜂 一 个 新 的 信息 素 结合 蛋白 OBP10 及 其 与 蜜蜂 信息 素 以 及 蜜源 开花 植物 挥发 物 的 结合 
特性 。【 方 法】 本 实验 通过 RT-PCR 扩 增 获得 OBP10 基因 全 长 (GenBank 登录 号 : KP717060.1), 以 
pET-30a 构建 原核 表达 载体 ,并 以 Ni 琼脂 糖 柱 进 行 重组 蛋白 表达 和 分 离 纯化 ,在 NOR EE 
(N-phenyl-1-naphthylamine，1-NPN ) 作为 荧光 报告 子 下 利用 荧光 光谱 法 体外 研究 重组 AcerOBP10 
与 多 种 候选 化 学 配 基 的 结合 特征 。【 结果 ] 经 多 序列 联 配 分 析 , 发 现 AcerOBPIO 的 多 个 同 源 基 因 均 
为 信息 素 结 合 蛋 白 (pheromone binding proteins, PBPs)。 配 基 结 合 特性 分 析 显 示 , AcerOBPIO 对 14 
种 候选 配 基 中 的 蜂王 信息 素 成 分 对 凑 基 茶 甲 酸 甲 酷 (HOB) 竞争 力 最 大 ,相对 荧光 可 降 至 6.06% ， 
解 离 常数 11.04 pmol/L; 进 一 步 表明 AcerOBP10 属于 一 个 新 的 中 蜂 PBPs。 此 外 ,AcerOBP10 也 能 
和 包括 工蜂 信息 素 ( 香 叶 醇 和 橙 花 醇 ) .报警 信息 素 (2- 庚 酮 和 乙酸 虹 太 酯 ) 等 蜜蜂 信 mar 
开花 植物 挥发 物 之 一 的 B- 紫 罗兰 酮 结合 ,表明 AcerOBPIO 可 能 是 一 种 以 信息 素 结合 为 主 的 多 

结合 蛋白 。[【 结论 ] AcerOBPIO 是 中 蜂 一 个 新 的 信息 素 结合 蛋白 ,与 此 前 我 们 鉴定 的 蜂王 信息 
合 蛋 白 AcerASP1 相 比 ,AcerOBP10 对 蜜蜂 信息 素 的 结合 谱 更 为 广泛 ,这 些 结果 将 对 进一步 研究 中 
华 蜜蜂 信息 素 识 别 和 传递 提供 理论 基础 ,对 于 深入 了 解 中 华 蜜 蜂 噢 觉 影响 生理 功能 的 行为 机 制 具 
有 重要 意义 。 
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Molecular cloning, prokaryotic expression and  lignand-binding 
characterization of a novel pheromone binding protein OBP10 in Apis 
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Abstract: [ ^im] Odorant-binding proteins ( OBPs) play an important role in olfactory system of Chinese 
bee, Apis cerana cerana. In this study, we aim to research the binding characteristics of pheromones and 
some plant volatiles with a novel pheromone-binding protein OBPIO of A. cerana cerana. [Methods] We 
successfully cloned the gene AcerOBP10 from A. cerana cerana ( GenBank accession no. KP717060. 1) 
by RT-PCR, constructed its prokaryotic expression vector pET30-AcerOBP10, and conducted its 
expression in the optimized conditions in vitro. The recombinant protein with biochemical activities was 


purified by the method of Ni? *-agarose affinity chromatograph. Using 1-NPN as a fluorescence probe, the 
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binding capability of AcerOBP10 with diverse bee pheromones and plant volatiles was measured by 
competitive fluorescence assay. [Results] By analyzing the alignment of the deduced homologous proteins 
of other insect species, we speculated that AcerOBP10 is a novel PBP of A. cerana cerana. The results of 
competitive fluorescence assay showed that eight out of 14 ligands were able to decrease the relative 
fluorescence intensity of 1-NPN by more than 5096. Among them, methyl 4-hydroxylbenzoate ( HOB) , 
one of queen pheromone components, showed the strongest capability to compete with 1-NPN, causing 
93.94% reduction in the relative fluorescence intensity with the Ky value of 11. 04 pmol/L. AcerOBP10 
was also found to have the capability of binding with worker bee pheromones ( geraniol and nerol) and 
alarm pheromones ( heptanone and isoamyl acetate) , suggesting that it plays a significant role in 
recognizing pheromones in the bee olfactory system. AcerOBP1O also had strong binding force with some 
plant volatiles, like 8-ionone. [Conclusion] As a pheromone-binding protein, AcerOBPIO has a strong 
binding capability with diverse bee pheromones. Compared with another PBP ( AcerASP1) AcerOBP10 
seems to have more extensive pheromone binding profiles. The results provide a theoretical basis to 
explore the molecular mechanism of pheromone recognition and transduction in A. cerana cerana. 
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灵敏 的 嗅觉 系统 在 昆虫 砚 食 、 寻 偶 、 交 配 、 种 群 
管理 等 活动 中 发 挥 至 关 重 要 的 作用 。 其 中 气味 结合 
蛋白 ( odorant-binding proteins, OBPs) ( Pelosi and 
Maida, 1995) 和 化 学 感受 蛋白 (chemosensory 
proteins, CSPs) ( Pelosi et al., 2006) 是 两 类 基本 的 
小 分 子 可 溶性 和 蛋白。 根据 功能 的 差异 ,OBPs 又 分 为 
普通 气味 结合 蛋白 ( general odorant-binding proteins , 
GOBPs) 和 信息 素 结 合 蛋 白 (pheromone-binding 
proteins, PBPs) ( Vogt el al., 1991) , 前 者 主要 是 识 
别 一 般 的 气味 分 子 ,而 后 者 在 信息 素 的 识别 和 结合 
中 起 到 关键 作用 。 在 发 挥 功能 时 ,两 者 首先 与 脂 溶 
性 配 基 分 子 结合 , 再 运输 它们 到 达 嗅 觉 受 体 
(olfactory receptors, ORs) , X Æ IR 党 系统 发 挥 功能 
的 基础 和 前 提 条 件 (Kim et al., 1998) 。 

言 息 素 可 以 指引 昆虫 种 内 种 间 多 种 行为 。 研 究 
表明 :信息 素 对 昆虫 的 定向 、 召 唤 LA FÉ L^ RE, 
追踪 告警、 防御 以 及 种 间 识 别 等 行为 均 具 有 重要 的 
作用 ( 姜 勇 等 , 2002 ) ,尤其 是 在 自然 进化 过 程 中 , 信 
息 素 对 种 群 维护 及 蜂王 和 工蜂 在 蜂 群 中 的 地 位 和 关 
系 起 到 决定 作用 (Kocher and Grozinger, 2011), 
PBPs 作为 信息 素 结合 的 受 体 蛋白 ,在 昆虫 对 各 种 信 
息 素 分 子 的 识别 .传递 和 处 理 过 程 中 具有 直接 的 联 
系 (Kaissling，2001; Jacquin-Joly et al., 2001)。 作 
为 一 种 典型 的 社会 性 昆虫 ,蜜蜂 具有 发 达 的 信息 交 
流 和 嗅觉 感受 系统 ,已 成 为 研究 嗅觉 系统 的 模式 生 
物 (Fernandez et al., 2009), P4% 
cerana ( 简称 中 蜂 ) 是 我 国 特有 的 本 土 蜜蜂 ,具有 和 采 
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能 力 强 等 诸多 特点 , 均 优 于 西方 蜜蜂 等 其 他 蜜蜂 品 
种 (Radloff et al., 2010)。 近 些 年 ,由 于 生态 环境 人 
为 破坏 、 西 方 蜜蜂 在 养 蜂 业 中 的 规模 推广 等 原因 ,使 
得 中 蜂 的 分 布 范 围 明显 缩小 ,种 群 及 数量 急剧 下 降 
Cis, 2005) 。 为 了 更 好 地 保护 和 利用 中 蜂 这 一 
我 国 竺 有 的 种 质 资源 ,就 需要 深入 了 解 和 探讨 中 蜂 
独特 的 化 学 感受 和 嗅觉 系统 功能 。 在 此 前 的 研究 
中 ,我 们 已 经 发 现 和 鉴定 了 若干 种 中 蜂 化 学 通讯 系 
统 相 关 的 基因 及 其 生理 功能 ,如 中 蜂 化 学 感受 蛋白 
3(chemosensory protein 3, CSP3) ( 李 红 亮 等 , 2011) 
和 触角 特异 性 蛋白 2 ( antennal-specifie protein 2, 
ASP2) ( 李 红 亮 等 , 2013) ,尤其 是 中 蜂 信 息 素 结合 
蛋白 ASP1 ,发 现 其 与 两 种 蜂王 信息 素 一 一 对 羟基 茶 
甲酸 甲 酯 (HOB ) 和 香草 醇 (HVA) 的 亲 合 力 最 强 ( 翁 
琛 等 , 2013 ) 。 

然而 蜜蜂 是 具有 复杂 社会 性 行为 的 昆虫 ,中 蜂 
蜂王 和 工蜂 之 间 工蜂 与 工蜂 之 间 以 及 工蜂 与 幼虫 / 
肾 之 间 信 息 交 流 密切 (起 红 霞 等 , 2014) ,所 以 中 蜂 
具有 除 蜂 王 信 息 素 外 的 多 种 信息 素 , 如 幼虫 信息 素 
( 张 输 等 ,2010 ) 和 工蜂 报警 信息 素 (Brodmann et 
al., 2009) 等 ,而 这 些 信息 素 的 识别 和 传递 均 需 要 借 
助 相应 的 载体 ,才能 实现 其 在 蜂 群 中 的 功能 ,所 以 仅 
E ASPI 似乎 不 足以 完成 这 些 任务 。 

目前 ,在 很 多 昆虫 中 都 已 发 现 多 个 PBPs, 如 稳 
性 葵 夜 蛾 Sesamia inferens ( Jin et al., 2014) 和 棉铃 虫 
Helicoverpa armigera 中 (Zhang et al., 2011 ) 均 发 现 了 
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3 个 PBPs ,暗示 昆虫 的 PBPs 家 族 常 有 若干 个 成 员 。 
因此 ,除了 ASPI 以 外 ,中 蜂 很 有 可 能 还 存在 其 他 
PBPs 成 员 ,这 对 于 中 蜂 这 种 社会 性 昆虫 维持 社会 稳 
定性 和 成 员 信息 交流 等 也 是 必 不 可 少 的 。 通 过 对 中 
蜂 转 录 组 分 析 和 生物 信息 学 筛选 ,我 们 预测 中 蜂 的 
一 个 气味 结合 蛋白 AcerOBPIO 很 有 可 能 是 属于 一 
个 新 的 信息 素 结合 蛋白 ,这 对 于 补充 中 蜂 PBPs 家 
族 成 员 ,理解 信息 素 识 别 功能 模式 等 , 均 具 有 十 分 重 
要 的 理论 意义 。 

根据 上 述 分 析 , 本 实验 在 克隆 中 蜂 OBPIO 基 
,并 以 pET-30a 构建 原核 表达 载体 诱导 重组 蛋白 
表达 基础 上 ,利用 交 光 光谱 法 研究 AcerOBPIO 和 信 
息 素 以 及 与 蜜蜂 相关 的 植物 挥发 性 气味 物质 的 结合 
特性 ,分 析 AcerOBP10 在 中 蜂 信 息 素 识别 和 传递 等 

































































15 min, 85% 5 s, 获 得 cDNA 并 于 -20% 下 保存 备用 。 
1.4 中 蜂 OBP10 基因 扩 增 及 表达 载体 的 构建 

根据 中 蜂 工 蜂 触角 转录 组 测序 结果 ,设计 中 蜂 
OBPIO 基因 开放 阅读 框 引 物 ,并 在 正 、 反 向 引物 中 
分 别 引入 BamH I 和 Hind 亚 限制 酶 切 位 点 核酸 序 
列 ( 下 划 线 表示 ) 。 

正 向 引物 序列 为 : 5'-GCGGATCCATGAAATAC 
TCGATACTGTTGAGC-3'; 反 向 引物 序列 为 : 5'-GG 
AAGCTTTTAAAACAGATAATACGTCCGTGG-3' , 

以 上 述 反 转录 cDNA 第 一 条 链 为 模板 ,用 中 蜂 
OBPIO 基因 引物 进行 PCR 扩 增 。 扩 增 体系 为 25 
pL:2x PCR Mix 12. 5 pL, 正 反 引 物 各 0.5 uL, 
cDNA 1 pL ( €1 pg), ddH,O 10. 5 uL, PCR 产物 
经 凝 胶 电 泳 ,回收 目的 片段 并 与 pMD18-T 连接 构建 
































多 种 生理 行为 中 可 能 发 挥 的 作用 。 
1 材料 和 方法 


1.1 供 试 材料 

中 蜂 取 自 中国 计 量 学 院 生 命 科 学 学 院 , 随机 捕 
Je Pj 8j L5 50 头 ,完整 切 下 触角 ,加 入 200 uL 的 
RNAlater ,投入 液 氮 速冻 后 于 -70%C 冰箱 保存 备用 。 
1.2 主要 试剂 

RNAlater 试剂 盒 \ 反 转录 试剂 盒 PrimeScript 
Reverse Transcriptase System 、 凝 胶 回 收 和 质粒 提取 
试剂 盒 .pMD18-T 载体 以 及 实验 中 所 有 内 切 酶 均 购 
自 TaKaRa 公司 ,总 RNA 提取 RNAqueous? -Micro 
Kit 试剂 盒 购 于 Ambion 7 t] , SDS-PAGE JE Jp fc til 
T3] dx VU] P 38 CA AE HERH, K TT A 
DH5a、BI21( DE3 ) 感 受 态 细胞 和 pET-30a 表达 载体 
为 本 实验 室 自 备 保存 ,Kanamycin | IZ e Bh ER SE 
等 化 学 试剂 均 购 自 上 海 生 工 公司 ,1-NPN 购 自 梯 希 
ZTC) AE (AERE >97% ) ,其 他 配 基 均 购 自 上 海 
百灵 威 化 学 技术 有 限 公 司 ( 均 为 分 析 纯 和 色谱 纯 ) 。 
1.3 中 蜂 触角 总 RNA 提取 以 及 cDNA 第 一 链 的 
合成 

以 RNAqueous* -Micro Kit 试剂 盒 操作 方法 提取 
中 蜂 触 角 总 RNA ,并 用 IS pL 洗 脱 缓冲 液 洗 脱 。 然 
后 采用 PrimeScript Reverse Transcriptase System 反 转 
录 试 剂 盒 合成 cDNA. 第 一 链 ,总 反应 体系 为 10 uL, 
包括 :5 x PS Buffer 2.0 pL,PS RT fj Mix 10.5 uL, 
Random 6 Primers (100 pmol/L) 0.5 pL, Oligo dT 
Primer (50 pmol/L) 0. 5 uL, ià RNA 1. 5 uL ( <s 
1 ug) , RNase-free H,O 5 nkL。 反 转录 条 件 为 :37%C 









































克隆 载体 , 菌 液 PCR 鉴定 阳性 克隆 后 送 去 测序 。 提 
取 重 组 pMD18-T 克隆 质粒 进行 双 酶 切 ,回收 产物 在 
16*C FH T4 DNA 连接 酶 连接 过 夜 ,连接 产物 全 部 
转化 至 大 肠 杆菌 DHSo 感受 态 细胞 中 ,再 次 测序 验 
证 ,然后 将 重组 质粒 转 入 BL21 (DE3 ) 感受 态 细 
胞 中 。 
1.5 中 蜂 AcerOBP10 重组 蛋白 的 原核 表达 及 纯化 
挑 取 含 有 正确 pET-30a/0BPI1O 重组 质粒 的 
BL21(DE3 ) 单 菌落 ,以 1: 100 (v/v) 接种 于 10 mL 
LB 液体 培养 基 ( 含 50 pg/mL Kan ) 中 过 夜 活化 培 
35,33 H EJ 1:50( v/v) BEI 28 200 mL LB 培养 基 中 ， 
37*C 220 r/min 连续 培养 ,至 ODq 35] 0. 8 时 加 入 
终 浓度 为 1 mmol/L 的 IPTG, F 30% 200 r/min 继续 
诱导 培养 5 h。 然 后 10 000 r/min 5min 离心 收集 菌 
体 ,并 用 0.02 mol/L 的 PBS 洗涤 2 次 ,然后 加 入 细 
菌 裂 解 液 置 于 4%C 冰箱 30 min, 经 超声 裂解 后 离心 
分 为 上 清和 沉淀 ,通过 12% 聚 丙烯 酰 氨 凝 胶 电 泳 检 
测 目的 蛋白 的 表达 模式 。 确 定 表达 模式 后 在 梯度 号 
Mk PBS 缓冲 液 下 进行 目的 蛋白 纯化 。 将 确定 含有 
重组 AcerOBP10 和 蛋白 的 洗 脱 液 转移 至 透析 袋 内 ,在 
透析 PBS(pH 7. 4) ZE miii rae pr 72 h ,每 12 h 更 换 
一 次 透析 液 , 从 而 得 到 具有 有 生物 学 活性 的 
AcerOBPIO 重组 蛋白 , 然后 利用 酶 标 仪 ( 瑞 士 
TECAN Genios) 测定 重组 蛋白 浓度 。 
1.6 hig AcerOBP10 重组 蛋白 的 配 基 结 合 实验 
荧光 光谱 法 体外 研究 昆虫 OBPs 蛋白 与 配 基 的 
结合 技术 已 经 比较 成 熟 ( 李 红 亮 等 , 2013; 吴 帆 等 ， 
2015 ) 。 本 实验 选取 N-2& d&-1-2 Rz ( N-phenyl-1- 
naphthylamine, 1-NPN) 作为 AcerOBP10 结合 特性 研 
究 时 的 竞争 性 荧光 探 针 。 实 验 前 将 1-NPN 用 甲醇 
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溶液 配制 成 终 浓 度 为 1 mmol/L, 并 取 已 稀释 至 终 浓 
度 为 1 pmol/L AcerOBP10 于 石英 比 色 亚 中 。 发 射 
光谱 扫描 确定 其 激发 波长 为 281 nm, 以 1-NPN 进行 
连续 滴定 ,记录 和 蛋白 严 光 发 射 光谱 ,直至 蛋白 最 大 英 
光 发 射 波长 处 的 灭 光 值 不 再 漆 炎 为 止 ,记录 此 时 1- 
NPN 浓度 ,用 Scatchard 方程 (1) 线 性 化 光谱 数据 
( Hutchens et al., 1988; Chou, 2006): 

ABL Le -KCD -[D]) esK[ (1) 
公式 中 [D,] 为 滴定 时 加 入 的 总 1-NPN 浓度 , [D ] K 
体系 中 反应 平衡 时 游离 的 1-NPN 浓度 ,K 为 
AcerOBP10 与 荧光 报告 子 的 结合 常数 ,n 是 两 者 结 
合 位 点 数 ,[P,] 为 实验 中 AcerOBP10 的 浓度 。 

根据 效 光 湾 灭 和 竞争 结合 实验 用 来 研究 
AcerOBP10 的 配 基 结合 谱 和 结合 能 力 。 首 先 把 能 使 
蛋白 峰值 完全 滩 灭 的 1-NPN 量 加 入 到 浓度 为 1 
Wmol/L AcerOBP10 蛋白 中 ,等 待 1 min 充分 混合 反 
应 。 然 后 将 甲醇 配制 的 浓度 为 10 mmol/L 候选 配 基 
逐次 加 入 到 1-NPN 与 AcerOBP10 混合 液 中 ,记录 严 
光 发 射 光 谱 和 最 大 交 光 峰值 。 根 据 方程 (2) 计算 候 
选 配 基 解 离 常数 (K, 值 )(Chou, 2006): 


[ 155 ] 
[ 1I-NPN] 
1 Jerem as 
T uus 
公式 中 [IC;] 为 替换 5096 的 1-NPN 时 的 候选 配 基 
浓度 ,[1-NPN ] 是 反应 平衡 时 混合 物 中 游离 的 1- 
NPN 浓度 ,K, ww 为 AcerOBP10 与 1-NPN 结合 实验 


时 的 解 离 常数 。 








Kp = (2) 





2 结果 


2.1 中 蜂 OBP10 基因 克隆 及 序列 分 析 


成 功 克 隆 得 到 中 蜂 OBPIO 基因 全 长 ,序列 如 图 1 





所 示 ,其 氮 基 酸 序列 位 于 核 苷 酸 序列 之 下 , 方 框 标注 
为 信号 肽 序列 ,圆圈 标注 的 为 保守 的 半 胱 氨 酸 位 点 。 
该 基因 已 在 GenBank 中 登录 ,序列 号 为 KP717060. 1。 
其 ORF 全 长 序列 为 450 bp ,编码 149 个 氨基 酸 , 其 
中 包含 6 个 保守 的 半 胱 氨 酸 (Cys) ,蛋白 分 子 量 约 
为 17.04 kD, 等 电 点 约 为 7.861。 氨 基 残 基 中 带 正 
电荷 的 氨基 酸 有 16 个 , 带 负 电荷 的 有 14 个 , 非 极 性 
氨基 残 基 有 53 个 ,不 带电 和 荷 的 极 性 氮 基 残 基 有 48 
个 。 利 用 SignalP 4. 0 预测 AcerOBPIO 蛋白 的 信号 
肽 ,其 有 明显 信号 肽 , 且 信号 肽 切割 位 置 位 于 N 端 
第 22 与 23 位 氨基 酸 (VHC-CT) 之 间 。 

进化 树 分 析 显 示 ,该 基因 编码 氨基 酸 序 列 与 大 
蜜蜂 Apis dorsata 的 PBPs 进化 关系 最 近 , 与 佛 罗 里 
X 5 W IX Camponotus floridanus, EP JE BE "y 
Harpegnathos saltator 137] UF 8. Acromyrmex echinatior 
等 一些 蚂蚁 的 PBPs 序列 相似 性 也 较 高 ,不 过 与 小 
蜜蜂 Apis florea 以 及 能 蜂 GOBP 也 有 一 定 的 同 源 性 ， 
与 中 , 意 蜂 的 信息 素 结合 蛋白 ASPI 较 远 ,进化 距离 
差异 较 大 。 不 过 从 总 体 上 看 ,AcerOBP10 更 趋向 于 属 
T PBPs 家 族 成 员 ( 图 2) ,又 由 于 其 与 意 蜂 OBPIO 的 
相似 性 非常 高 (99% ) ,因此 命名 其 为 AcerOBP10。 
2.2 中 蜂 OBP10 基因 原核 表达 及 蛋白 表达 纯化 

将 pMD18-T/OBP10 克隆 载体 酶 切 后 把 OBP10 
亚 克 隆 至 pET-30a 载体 中 ,并 转化 入 BL21(DE3 ) 感 
受 态 细 胞 ,诱导 重组 蛋白 表达 ,结果 表明 AcerOBP10 
蛋白 为 包涵 体形 式 表 达 , 然后 经 钊 柱 纯化 和 梯度 尿 
素 PBS 透析 。 如 图 3 所 示 为 蛋白 诱导 及 梯度 洗 脱 
结果 , 其 中 泳 道 7 为 纯化 后 的 AcerOBP10 重组 
EH. 
2.3 ”中 蜂 AcerOBP10 配 基 结 合 实验 

用 1 mmol/L ff] 1-NPN 滴定 1 pmol/L AcerOBPIO 
蛋白 ,并 用 Scatchard 方程 进行 线性 拟 合 ,结果 如 图 4 




































































ATGAAATACTCGATACTGTTGAGCTTATTAATCACTTGCTTGATCTGGTCACCAATTGTTCATTGTGGGACACGACCGAGTTTTGTCTCTGACGAGATGATCGCAACAGCAGCCAGCGTG 





MRY T EESE Tree EN e PEV a E RPSL V SD ME A TA A 


GTGAATGCTTGCCAGACACAGACAGGAGTGGCAACAGTGGATATAGAGGCAGTAAGGAATGGTCAATGGCCCGAAACACGTCAATTAAAGTGTTACATGTATTGTTTATGGGAACAATTC 


UNAQA T Q TG Y XT Y 


EA V KNUGSQWPET ELSE Ww (CC Ww Eq 


GGATTGGTGGATGACAAGAGAGAACTCAGTTTGAACGGCATGCTCACATTTTTCCAAAGAAT ACCAGCATACAGGGCTGAAGTTCAAAAAGCGATCAGCGAGTGCAAGGGGATCGGTAAA 





C D DD ER EL LN 6M 


LODONROPIE ROLO XY Gg dH vog x Ts EO Bc CR 


TATTTGGCAAAGGGCGACAATTGCGAATACGCGTACAGATTTAACAAATGTTACGCGGAATTGTCTCCACGGACGTATTATCTGTTTTAA 
Y AUR CO BONXCPBOYoA XR X MOEQEOY A E boE POR € X YL 





图 1 中 华 蜜蜂 OBP10 基因 











Fig. 1 
方 框 标记 为 预测 的 信号 肽 ， 


labeled by circles. 
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ERFIR AERY A] 
Nucleotide and amino acid sequence of AcerOBP10 gene of Apis cerana cerana 


圈 标 记 为 6 个 半 胱 氮 酸 Predicted signal peptide sequence is labeled by boxes and six conservative Cys residues are 
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Apis cerana cerana ASP1( ABD97847.1) 

Apis mellifera ASPI(AADS1944.1) 

Acromyrmex echinatior PBP6(XP 011060346.1) 
Vollenhovia emeryi PBP6(XP. 011869457.1) 
Harpegnathos saltator PBP6(XP. 011147602.1) 
Camponotus floridanus PBPe(XP 011253322.1) 
Bombus impatiens GOBP69a(XP 003493474.1) 
Bombus terrestris GOBP69a(XP 003398556.1) 
Apis dorsata PBP3-X1(XP 006620448.1) 
AcerBOP10 

Apis dorsta PBP3-X2(XP. 006620449.1) 

Apis florea GOBP69(XP 012340587.1) 

Apis mellifera OBPIO(NP 001035294.1) 


图 2 基于 氨基 酸 序列 构建 的 中 华 蜜蜂 OBPIO 与 其 他 昆虫 同 源 蛋 白 的 系统 进化 树 分 析 ( 邻接 法 ) 





Fig. 2 The neighbor-joining (NJ) tree of AcerOBPIO with homologous proteins from other insect species based on the amino acid sequence 
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图 3  AcerOBPIO 重组 蛋白 诱导 表达 及 纯化 


Fig. 3 Induced expression and purification of the 








recombinant AcerOBPIO protein 
M: 蛋白 标准 分 子 量 Protein molecular weight marker; 1: 未 诱导 的 
pET30-OBP10 的 BL21 菌 体 Bacterial product containing pET30- 
OBPIO without induction with IPTG; 2: BI21 菌 体 中 AcerOBP10 和 蛋 
白 诱导 表达 Expression product after induction with IPTG; 3; 诱导 后 
上 清 缓冲 液 Bacterial supernatant buffer after ultrasonication; 4; 诱导 
后 包涵 体 缓冲 液 Bacterial inclusion body after ultrasonication; 5; 第 
一 次 上 样 过 柱 后 的 洗 脱 液 Supernatant of expression. product after 
operated by affinity column; 6, 7; 分 别 用 含 50 和 200 mmol/L PRE 
的 PBS 缓冲 液 洗 脱 后 AcerOBPIO 蛋白 Recombinant AcerOBPIO 
protein eluted by PBS buffer containing 50 and 200 mmol/L imidazole, 
respectively. 箭头 示 目 的 蛋白 .The arrow points to the target protein. 
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图 4  AcerOBPIO 重组 蛋白 与 1-NPN 的 结合 Scatchard 


线性 化 方程 
Fig. 4 Linearized scatchard equation of 1-NPN with the 








recombinant AcerOBPIO protein 
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图 5 候选 配 基 与 1-NPN 竞争 结合 重组 AcerOBPIO 蛋白 
Fig. 5 Competitive binding of candidate ligands with 1-NPN 








and recombinant AcerOBPI10 protein 


所 示 : 回 归 方 程 相关 系数 为 0. 998 ,表明 AcerOBPIO 
与 1-NPN 的 结合 具有 较 好 的 线性 关系 。 根 据 公 式 
(1) 分 析 得 中 蜂 AcerOBP10 与 1-NPN 的 解 离 常 数 
K, x =2.70 pmol/L; 结 合 位 点 数 为 0.849。 

以 1-NPN 作为 报告 子 ,进行 候选 配 基 竞争 性 结 
合 试验 ,由 图 5 可 知 ,8 个 候选 配 基 能 将 1-NPN 在 
431 nm 处 的 相对 荧光 值 竞 争 到 5096 以 下 ,这 显示 
AcerOBP10 配 基 结合 的 广 谱 性 ,其 中 对 羟基 葵 甲 酸 
甲 酯 (HOB ) 具 有 较 强 的 竞争 结合 能 力 , 能 将 1-NPN 
报告 子 相 对 菊 光 值 竞 争 至 约 6%, 说 明 它 与 
AcerOBP10 结合 能 力 极 强 。 根 据 上 述 公 式 2, 计算 
可 得 各 个 候选 配 基 的 解 离 常数 (K, 值 ) ,结果 见 
表 1。 
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表 1 候选 配 基 与 1-NPN 竞争 结合 重组 AcerOBP10 蛋白 
Table 1 Competitive binding of candidate ligands with 1-NPN and recombinant AcerOBP10 protein 





















































mr 最 天 竞争 力 (% ) m MERRI Kp (pmol/L) 
Chemical ligands Maximum competition ( pmol/L) Dissociation constant 
XTESSEAE P Be P i HOB 37.49 11.04 
FIER Nerol 32.84 70.27 20.69 
言 息 素 类 2- 庚 酮 2-Heptanone 36.95 106.48 31.35 
Pheromones 乙酸 异 戊 酯 Isopentyl acetate 37.33 125.42 36.93 
香 叶 醇 Geraniol 44. 63 134.53 39.61 
香草 醇 HVA 71.18 一 一 
; : B- 紫 罗兰 酮 B-Ionone 34.63 10.20 
植物 挥发 物 a 1 
; 校 树 脑 1 ,8-Cinede 43.62 150. 62 44.35 
Plant volatiles g 
水 杨 酸 甲 酯 Methyl salicylate 49.12 171.79 50.58 


3 讨论 


本 实验 提取 中 蜂 工蜂 触角 总 RNA ,利用 RT- 
PCR 技术 ,成 功 克隆 得 到 中 华 蜜蜂 OBPIO 基因 450 
bp 的 ORF 序列 全 长 ,编码 149 个 氨基 酸 ,与 中 蜂 
ASPI 和 ASP2 等 类 似 , 具 有 典型 的 OBPs 家 族 特征 ， 
预测 等 电 点 为 7. 861 , WIRE, 与 已 报道 的 OBPs 家 
族 大 多 成 员 等 电 点 偏 酸性 有 所 不 同 。 利 用 SignalP 
4.0 预测 AcerOBP10 蛋白 的 信号 肽 切割 位 置 位 于 NN 
端 第 22 与 23 位 氨基 酸 (VHC-GT) 之 间 。ExPASy $K 
件 分 析 显 示 其 亲 水 性 平均 系数 (GRAVY) 为 
-0.302 ,是 亲 水 性 的 蛋白 ,不 稳定 系数 为 38. 44, 表 
Hj AcerOBP10 在 亲 水 性 的 环境 中 (如 感 器 淋巴 液 ) 
比较 稳定 。BlastX 结果 显示 它 与 多 种 昆虫 的 PBPs 
具有 极 高 的 相似 性 和 同 源 性 ,这 说 明 中 蜂 OBP10 可 
能 是 PBP-OBP 总 科 (PBP-OBP super-family ) 成 员 ,对 
中 蜂 信 息 素 识别 和 转运 起 到 重要 作用 。 

荧光 竞争 实验 结果 表明 ,AcerOBP10 与 蜂王 上 
颇 信 息 素 成 分 之 一 的 对 羟基 茶 甲 酸 甲 酯 (HOB ) 表 
现 出 较 强 的 荧光 竞争 力 , 相 对 荧光 值 降 至 6. 06% , 
解 离 常数 Ky 达到 了 11.04 pmol/L, RIZS 
较 强 。HOB 是 中 意 蜂 峰 王 上 上 颗 信 息 素 的 成 分 之 一 ， 
其 在 意 蜂 中 主要 发 挥 蜂 群 社会 性 调节 的 功能 ,包括 
调节 工蜂 卵巢 激活 (Hoover et al., 2003 ) 和 抑制 工蜂 
育 新 蜂王 (Winston et al., 1990) 等 ,最 近 发 现 中 蜂 蜂 
王 信息 素 也 可 以 抑制 工蜂 卵巢 激活 和 卵巢 管 数量 下 
降 (Tan et al., 2015) ,此 外 其 也 发 挥 引诱 雄 蜂 与 处 
女王 交尾 的 性 引诱 剂 的 功能 (Slessor et al., 1990), 
本 实验 材料 为 工蜂 触角 ,因此 中 蜂 AcerOBPIO 有 可 
能 在 中 蜂 生 殖 系统 调控 和 社会 行为 中 发 挥 一 定 作 
用 。 根 据 序列 比 对 和 体外 生物 活性 分 析 等 研究 ,我 
们 认为 AcerOBP10 与 此 前 我 们 已 报道 的 一 个 中 蜂 








































































































































































































ASP1( 李 红 亮 等 , 2008 ) 一 样 , 均 属 于 信息 素 结合 
白 (PBPs)。 但 二 者 对 蜂王 信息 素 的 结合 谱 有 所 不 
同 ,中 蜂 OBPIO 蛋白 与 HOB 的 结合 要 较 ASPI 强 ， 
与 男 一 种 西方 蜜蜂 特有 的 重要 蜂王 信息 素 成 分 香草 
醇 (HVA ) 的 结合 能 力 却 非常 弱 , 而 中 蜂 ASP1 则 与 
HVA 有 较 强 的 结合 能 力 ( 翁 琛 等 ,2013 ) 。 由 于 
HOB 均 存 在 于 中 、 意 蜂王 信息 素 中 ,而 HVA 是 意 蜂 
蜂王 信息 素 特 有 成 分 (Pankiw et al., 1996) ,两 者 与 
蜂王 信息 素 结合 差异 表明 中 蜂 OBP10 更 倾向 于 对 
中 蜂 蜂 王 的 识别 ,而 ASPI 则 可 能 对 中 、 意 蜂王 均 产 
生 识 别 。 

BREE EAR ULP, e ERE EIER 2-DEBRRI 
乙酸 异 成 酯 等 信息 素 与 AcerOBPIO 结合 也 较 强 ,其 
中 香 叶 醇 与 橙 花 醇 是 工蜂 信息 素 ( 赵 红 霞 等 ， 
2014) , 2- 斋 酮 和 乙酸 异 戊 酯 是 报警 信息 素 
(Brodmann et al., 2009) ,它们 对 维持 工蜂 活动 、 采 
蜜 及 蜂 群 完整 具有 重要 意义 。 相 比 AcerOBPIO, 
ASPI 实验 结果 表明 它 只 对 两 种 蜂王 信息 素 特异 性 
结合 ,对 其 他 测试 信息 素 基 本 不 结合 ,说 明 ASPI 对 
蜂王 信息 素 具 有 更 强 的 特异 性 ( 翁 琛 等 , 2013) 。 以 
上 表明 ,中 蜂 OBP10 不 仅 对 中 蜂 蜂 王 识 别 , 也 参与 中 
蜂 工 蜂 在 营 社 会 性 活动 中 的 信息 交流 和 传递 。 值 得 
注意 的 是 ,所 有 测试 的 幼虫 信息 素 与 中 蜂 OBP10 和 
ASP1 基本 不 结合 或 结合 力 很 弱 , 这 表明 中 蜂 OBPIO 
和 ASP1 在 幼虫 的 哺育 和 维持 方面 作用 不 明显 。 

对 于 某 些 植物 挥发 性 气味 物质 ,与 ASP1 相似 ， 
OBP10 也 可 部 分 结合 ,这 说 明 2 种 PBPs 不 仅 能 够 识 
别 和 结合 信息 素 ,同样 能 结 某 些 普通 挥发 性 气味 物 
质 。 然 而 两 者 的 结合 谱 略 有 差异 ,OBP10 结合 较 好 
的 为 B- 紫 罗兰 酮 (Ku = 10.20 umolL) KARP A 
(Kp 250.58 pmol/L) IUS lj ( Ky 244.35 umol/ 
L) C36 1) ,而 ASPI 5 4-6 Pj IERE BECK, = 10. 83 
pmol/L) B-47 兰 酮 (Ku =14. 69 pmol/L)、3, 4- 
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二 甲 基 茶 甲醛 (Ku = 60. 83 pmol/L) ,ZE BECK, = 
105.00 pmol/L) 和 水 杨 酸 甲 酯 (Kb = 150. 32 jumol/ 
L) 有 一 定 程 度 的 结合 ( 翁 琛 等 , 2013 ) ,它们 可 以 结 
合 相 同 的 配 基 分 子 (B- 紫 罗兰 酮 和 水 杨 酸 甲 酯 ) ,不 
过 OBP10 对 两 者 的 结合 力 比 ASP1 更 强 , 而 ASP1 
较 OBPIO 的 普通 植物 源 气味 结合 谱 略 宽 , 这 表明 
OBP10 仅 对 于 某 些 植物 源 气味 的 选择 性 较 强 。 有 
研究 表明 某 些 植物 挥发 物 可 以 和 信息 素 共 同 完成 一 
些 生 理 行为 ,如 斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura 性 信息 素 
诱 蕊 成 分 顺 9, 反 11- 十 四 碳 二 烯 乙酸 酯 和 顺 9, 反 
12- 十 四 碳 二 烯 乙酸 酯 中 加 入 一 定量 茶 乙 醛 (PAA) 
能 有 效 促进 对 其 的 引诱 作用 ( 沈 幼 莲 等 ,2009 ) ,小 
地 老虎 Agrotis ipsilon 中 信息 素 十 二 碳 烯 -1- 醇 乙酸 
Hg [ ( Z) -T-dodecenyl acetate ] , + VU fx d Z FR WR 
[ CZ) -9-tetradecenyl acetate ] #0 -F zx Wie Ki-1 -Z B fs 
[ CZ) -11 -hexadecenyl acetate | 对 糖 -乙酸 混合 溶液 引 
诱 功 能 有 明显 的 抑制 作用 (Du, 2015) 。 由 此 可 以 
推测 ,这些 植物 源 气味 物质 可 能 与 某 种 蜂王 信息 素 
或 者 工蜂 信息 素 协 同 发 挥 作用 ,影响 信息 素 的 生物 
学 功能 ,但 具体 作用 机 制 还 需要 进一步 研究 。 
此 外 ,3 种 普通 植物 挥发 物 中 B- 紫 罗兰 酮 结合 
最 强 ,这 与 ASPI ( 翁 琛 等 , 2013) 和 ASP2( 李 红 亮 
等 , 2013 ) 等 与 B- 紫 罗兰 酮 结合 结果 非常 一 致 ,由 于 
B- 紫 罗兰 酮 是 很 多 开花 蜜源 植物 中 普遍 存在 的 一 种 
芳香 气味 成 分 ( Gora and Burd, 1983; Peter et al., 
1993) ,通过 对 该 气味 物质 的 识别 可 能 在 蜜蜂 寻找 
蜜源 的 定向 中 起 作用 ,这 也 可 能 是 中 蜂 包括 信息 素 
结合 蛋白 OBPIO 和 ASPI 在 内 的 多 种 气味 结合 蛋白 
都 对 其 有 较 强 结合 能 力 的 原因 之 一 。 
综 上 所 述 ,本 研究 克隆 得 到 了 一 个 新 的 中 华 蜜 
蜂 信 息 素 结 合 蛋 白 OBPIO 基因 ,并 对 其 重组 中 岗 
OBPIO 蛋白 进行 了 体外 功能 研究 , 结果 表明 
AcerOBP10 与 蜜蜂 信息 素 类 分 子 结合 较 强 ,尤其 是 
蜂王 信息 素 和 工蜂 信息 素 , 其 中 对 蜂王 信息 素 成 分 
之 对 羟基 茶 甲 酸 甲 酯 (HOB ) 结合 最 强 , 也 可 以 和 部 
分 植物 源 挥发 物质 结合 ,这 与 先前 发 现 和 鉴定 的 
ASPI 均 存 在 明显 差异 。 这 些 结果 将 对 于 进一步 研 
究 中 蜂 信 息 素 识别 和 传递 提供 理论 基础 ,对 于 深入 
了 解 中 蜂 蜂 群 的 社会 行为 机 制 , 中 蜂 资 源 的 保护 和 
利用 等 均 有 重要 的 意义 。 
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